.-aTENT cooperation treaty 



eo/us 

PCT/EP99/07394 



From the INTERNATIONAL BUREAU 



PCT 

NOTIFICATION OF ELECTION 
(PCT Rule 61.2) 


To: 

Assistant Commissioner for Patents 
United States Patent and Trademark 
Office 
Box PCT 

Washington, D.C.20231 
ETATS-UNIS D'AMERIQUE 

in its capacity as elected Office 


Date of mailing: 

20 April 2000 (20.04.00) 


International application No.: 

PCT/EP99/07394 


Applicant's or agent's file reference: 
5159/00/WO 


International filing date: 

05 October 1999 (05.10.99) 


Priority date: 

08 October 1998 (08.10.98) 


Applicant: ' 

WEISHEIT, Ralph et al 



1. The designated Office is hereby notified of its election made: 

the demand filed with the International preliminary Examining Authority on: 
09 February 2000 (09.02.00) 



I I in a notice effecting later election filed with the International Bureau < 



2. The election | X | 

□ 

K'z'/ft' "" ""'""*'" " ™"" hl »» «• »"»'« »* 32 apptl... »i*i„ He lim, limit ™d.r 



was not 



The International Bureau of WIPO 
34, chemin des Colombettes 
1211 Geneva 20, Switzerland 



Facsimile No.: (41-22)740.14.35 



Form PCT/IB/331 (July 1992) 



Authorized officer: 

J Zahra 

Telephone No.: (41-22)338.83.38 



3225251 



VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMM EN ARBEIT 
AUF DEM GEBIET DES PATENTWESENS 



*lfcl Utb PATENTWESENS 1 J 

PCT 09/8 0 7 07|9 



INTERN ATIONALER RECHERCHENBERICHT 

(Artikel 18 sowie Regeln 43 und 44 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders oder Anwalts 

5159/00/WO 


WEITERES s,ehe Mitteilung uber die Ubermittlung des Internationale n 
w^D/-ci_if=K. Recherchenberichts (Formblatt PCT/ISA/220) sowie, soweit 
vunUcncN zutreffend, nachstehender Punkt 5 


Internationales Aktenzeichen 

PCT/EP 99/07394 


Internationales Anmeldedatum 
(Tag/Monat/Jahr) 

05/10/1999 


(Fruhestes) Prioritatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 

08/10/1998 


Anmeiaer 1 

ROCHE DIAGNOSTICS GMBH et al . 



^^!"ip te T ati0n - al u ^"erchenbericht wurde von der International Recherchenbehorde erstellt und wird dem Anmelder oemaR 
Artikel 18 ubermittelt. Eine Kopie wird dem Internationalen Biiro Gbermittelt. Anmeiaer gemara 

Dieser Internationale Recherchenbericht umfaRt insgesamt _3_ Blatter. 

{T} Dariiber hinaus liegt ihm jeweils eine Kopie der in diesem Bericht genannten Unterlagen zum Stand der Technik bei. 



1. Grundlage des Berichts " " 

3 ' *«r*nl%f?Jf£'t e j St die '"to™* 0 ™ 1 * Recherche auf der Grundlage der international Anmeldung in der Sprache 
durchgefuhrt worden, in der sie e.ngere.cht wurde, sofern unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist ^P tacne 

D Arfn^^ *"* *' Beh ** ein ^chten Ubersetzung der international 

b - ^ratri^^e^ 

[_J in der international Anmeldung in Schriflicher Form enthalten ist. 

[~| zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist 

□ 

bei der Behorde nachtraglich in schriftiicher Form eingereicht worden ist. 
Q bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

1— ' inttnL k ^n a i?; d A a6 ^ nachtra 9 ,ich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den Offenbarungsgehalt der 
internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. *Nu<«uMu>genaii aer 

' wr^^Sfel 88 ^ com P uterlesbarer Form erfaf 3^n informationen dem schriftfichen Sequenzprotokoll entsprechen, 

2. Q Bestimmte Anspruche haben sich als nicht recherchierbar erwiesen (siehe Feld I). 

3. Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung (siehe Feld II). 

4. Hinsichtlich der Bezeichnung der Erfindung 

PH wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
I I wurde der Wortlaut von der Behorde wie folgt festgesetzt: 



5. Hinsichtlich der Zusammenfassung 

[Y] wif d der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 

□ wurde der Wortlaut nach Regel 38.2b) in der in Feld III angegebenen Fassung von der Behorde festaesetzt Der 
Anmelder kann der Behorde innerhaJb eines Monats nach dem Datum der AjLt^iS^S^M^ 
Recherchenbenchts eine Steflungnahme vorlegen. iniernauonaien 

6. Folgende Abbildung der Zeichnungen ist mit der Zusammenfassung zu veroffentiichen: Abb. Nr. 

□ wie vom Anmelder vorgeschlagen [-] kejne der Abb 

I I weil de*" Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat. 
I I weil diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet 



Formblatt PCT/ISA/210 (Blatt 1) (Juli 1998) 



!N l ERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



Internationales Aktenzeichen 

PCT/EP 99/07394 



*-p^LASSIFI2IERI^ls^D^S ^ANMELDUNGSGEGENSTANDES 



Nach der Internationalen Patent Massif ikatfon (IPK) Oder nach der nationalen Klassifikation und der IPK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchierter Mindestprufstoff (Klassifikationssystem und Klassifikationssymbole ) 

IPK 7 C12Q 



Recherchierte aber nicht zum Mindestprufstoff gehorende Veroffentlichungen, soweit diese unter die recherchierte n Gebiete fallen 



Wahrend der internationalen Recherche konsultierte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendete Suchbegriffe) 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie 0 


Bezeichnung der Verdffentlichung, soweit ertorderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 


Betr. Anspruch Nr. 1 


Y 


DE 196 28 484 A (BOEHRINGER MANNHEIM 


l-n 




GMBH.) 22. Januar 1998 (1998-01-22) 




Zusammenfassung; Anspruche 




Y 


DE 196 22 090 A (BOEHRINGER MANNHEIM 


l-n 




GMBH.) 4. Dezember 1997 (1997-12-04) 




das ganze Dokument 






& WO 97 45733 A 






in der Anmeldung erwahnt 






-/-- 





DO 



Weitere Veroffentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



Srehe Anhang Patentfamilie 



"E 1 



"X 



Besondere Kategorien von angegebenen Veroffentlichungen 
"A" Verdffentlichung, die den allgemeinen Stand der Technik definiert, 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 

alteres Dokument, das jedoch erst am Oder nach dem internationalen 
Anmeldedatum veroffentlicht worden ist 

Veroffentlichung, die geeignet ist, einen Prioritatsanspruch zweifelhaft er 
scheinen zu lassen, Oder durch die das Veroffentlichungsdatum einer 
anderen tm Recherchenbericht genannten Veroffentlichung belegt warden -y 
soil Oder die aus einem anderen besonderen Grund anqeqeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

"O" Veroffentlichung, die sich auf eine mundliche Offenbarung, 

erne Benutzung, eine Ausstellung oder andere MaBnahmen bezieht 
Veroffentlichung, die vor dem internationalen Anmeldedatum, aber nach 
dem beanspruchten Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist " & ' 
Datum des Abschlusses der internationalen Recherche 



Spatere Veroffentlichung, die nach dem internationalen Anmeldedatum 
Oder dem Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht kollidiert, sondern nur zum Verstandnis des der 
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips Oder der ihr zugrundelieqenden 
Theone angegeben ist ** a 

' Verdffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allein auf grund dteser Veroffentlichung nicht als neu oder auf 1 
erf inderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden 

' Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 1 
werden, wenn die Veroffentlichung mit einer oder mehreren anderen 
Veroffentlichungen dieser Kategorie in Verbtndung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Fachmann naheliegend ist 

Veroffentlichung, die Mitglied dersefben Patentfamilie ist 



28. Januar 2000 



Absendedatum des internationalen Recherche nberichts 



11/02/2000 



Name und Postanschrift der Internationalen Recherchenbehorde 
Europaisches Patentamt, P.B. 5618 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel, (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70) 340-3016 



BevolImachUgter Bediensteter 



Griffith, G 



FormblattPCT/(SA/210(Btatt2) (Jufl 1992) 



Seite 1 von 2 



INTERNATIONALER RECHERC1: 



>cfllCHT 



Internationales Aktenzelchen 

PCT/EP 99/07394 



a(Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 

Kaiegorie ' Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit ertorderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



B. HAHN ET AL. : "Polychromatic analysis: 
New applications of an old technique." 
CLINICAL CHEMISTRY., 

Bd. 25, Nr. 6, Juni 1979 (1979-06), Seiten 
951-959, XP002129120 
AMERICAN ASSOCIATION FOR CLINICAL 
CHEMISTRY. WINSTON. , US 

ISSN: 0009-9147 
in der Anmeldung erwahnt 
das ganze Dokument 



1-11 



AL.: "Characterization 
correction of hemolysis 
in selected Hitachi 717 



and 



D. W. JAY ET 
mathematical 
interference 
assays . " 

CLINICAL CHEMISTRY., 

Bd. 39, Nr. 9, September 1993 (1993-09), 
Seiten 1804-1810, XP002129121 
AMERICAN ASSOCIATION FOR CLINICAL 
CHEMISTRY. WINSTON., US 

ISSN: 0009-9147 
in der Anmeldung erwahnt 
das ganze Dokument 

US 5 766 872 A (R. L. CYBULSKI.) 
16. Juni 1998 (1998-06-16) 
in der Anmeldung erwahnt 
das ganze Dokument 

WO 97 45728 A (B0EHRINGER MANNHEIM GMBH.) 
4. Dezember 1997 (1997-12-04) 
in der Anmeldung erwahnt 
das ganze Dokument 



1-11 



1-11 



1-11 



Formblan PCT/1SA/210 (Fortsetzung von Blatt 2) (JuJi 1992) 



Seite 2 von 2 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 

Information on patent family members 



Patent document 
cited in search report 



DE 19628484 A 



Publication 
date 



International Application No 

PCT/EP 99/07394 



Patent family 
member(s) 



Publication 
date 



22-01-1998 



CA 
WO 
EP 



2261285 
9802570 
0923649 



22-01-1998 

22- 01-1998 

23- 06-1999 



DE 


19622090 


A 


04- 


-12- 


-1997 


AU 


3093597 


A 


05-01-1998 














CN 


1216614 


A 


12-05-1999 














CZ 


9803895 


A 


14-07-1999 














WO 


9745733 


A 


04-12-1997 














EP 


0906570 


A 


07-04-1999 














JP 


11510902 


T 


21-09-1999 














NZ 


331491 


A 


29-04-1999 














PL 


330220 


A 


1 O-flR-l QQQ 


US 


5766872 


A 


16- 


06- 


1998 


NONE 








WO 


9745728 


A 


04- 


-12- 


1997 


DE 


19622091 


A 


08-01-1998 














AU 


3171797 


A 


05-01-1998 














CN 


1214770 


A 


21-04-1999 














CZ 


9800271 


A 


15-07-1998 














EP 


0906567 


A 


07-04-1999 














HU 


9900723 


A 


28-07-1999 














PL 


330221 


A 


10-05-1999 



Form PCT/1SA/210 (pat em famBy annex) (July 1992) 



09/807079 

VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMM EN ARBEIT AUF DEM 

GEBIET DES PATENTWESENS 

REC'D 18 AUG 2000 



WIPO 



PCT 

INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNGSBERICHT 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 



PCT 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 
5159/00/WO 


w/ciTCDce unorcu siehe Mitteilung uber die Obersendung des internationalen 
WEITERES VORGEHEN , vorlaufigen Prtifungsbericht (Formblatt PCT/IPEA/416) 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP99/07394 


I nternationales Anmeldedatum (T ag/Monat/Jahr) 
05/10/1999 


Prioritatsdatum (Tag/Monat/Tag) 
08/10/1998 



Internationale Patentklassification (IPK) oder nationaie Klassifikation und IPK 
C12Q1/42 



An m elder 

ROCHE DIAGNOSTICS GMBH et aL 



1 . Dieser internationale vorlaufige Prufungsbericht wurde von der mit der Internationale vorlaufigen Prufung beauftragte 
Behorde erstellt und wird dem Anmelder gemaR Artikel 36 ubermittelt. 



2. Dieser BERICHT umfaGt insgesamt 5 Blatter einschlieBIich dieses Deckblatts. 

E3 AuGerdem liegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabei handelt es sich um Blatter mit Beschreibungen, Anspruchen 
und/oder Zeichnungen, die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dieser 
Behorde vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwaltungsrichtlinien zum PCT). 

Diese Anlagen umfassen insgesamt 2 Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 



I 




Grundlage des Berichts 


II 


□ 


Prioritat 


III 


□ 


Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 


IV 


□ 


Mangelnde Einhertlichkeit der Erfindung 


V 




Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderische Tatigkeit und der 
gewerbliche Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 


VI 


□ 


Bestimmte angefuhrte Unterlagen 


VII 


□ 


Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 


VIII 




Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 



Datum der Einreichung des Antrags 
09/02/2000 


Datum der Fertigstellung dieses Berichts 
16.08.2000 


Name und Postanschrift der mit der internationalen vorlaufigen 
Prufung beauftragten Behorde: 

Europaisches Patentamt 
Wffi D-80298 MQnchen 
^ Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 eDmu d 
Fax: +49 89 2399 - 4465 


Bevollmachtigter Bediensteter x£^«*£Nv 
Maucher.C (| M )) 

Tel. Nr. +49 89 2399 7415 



Formblatt PCT/lPEA/409 (Deckblatt) (Januar 1994) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/EP99/07394 



I. Grundlage des Berichts 

1 . Dieser Bericht wurde erstelit auf der Grundlage (Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt auf eine Aufforderung nach 
Artikel 14 hin vorgelegt wurden, gelten im Rahmen dieses Berichts a/s "ursprunglich eingereicht" and sind ihm 
nicht beigefugt, weil sie keine Anderungen enthatten.): 

Beschreibung, Serten: 

1-3,5-13 ursprungliche Fassung 

4,4a eingegangen am 14/07/2000 mit Schreiben vom 12/07/2000 

Patentanspruche, Nr.: 

1-11 ursprungliche Fassung 



2. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 

□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 

3. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstelit worden, da diese aus den 

angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)): 



4. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 



V. Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkert und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stiitzung dieser Feststellung 

1. Feststellung 

Neuheit (N) Ja: Anspruche 1 -1 1 

Nein: Anspruche 

Ertinderische Tatigkeit (ET) Ja: Anspruche 1 -1 1 

Nein: Anspruche 

Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) Ja: Anspruche 1 -1 1 

Nein: Anspruche 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Felder l-VIII, Blatt 1) {Januar 1994) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/EP99/07394 



2. Unteriagen und ErWarungen 
siehe Beiblatt 

VIII. Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 

Zur Klarheit der Patentanspruche, der Beschreibung und der Zeichnungen oder zu der Frage, ob die Anspruche 
in vollem Umfang durch die Beschreibung gestutzt werden, ist folgendes zu bemerken: 

siehe Beiblatt 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Felcter I- VIII, Blatt 2) (Januar 1994) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/EP99/07394 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



Punkt V: 

Die Argumente des Anmelders wurden beim Verfassen dieses Bescheides 
berucksichtigt. 

Es wird auf die folgenden Dokumente verwiesen: 

D1: DE-A-196 28 484 

D3: CLINICAL CHEMISTRY, 

Bd. 39, Nr. 9, 1993, Seiten 1804-1810 

1 . Artikel 33(2) PCT 

Der Gegenstand von Anspruch 1-1 1 ist neu (Artikel 33(2) PCT) gegenuber dem Stand 
der Technik, da ein Verfahren zur Bestimmung alkalischer Phosphatase offenbart wird, 
in dem eine neue Kombination von Haupt-und NebenmeGwellenlangen benutzt wird. 

2. Artikel 33(3) PCT 

2.1. Die Anspruche 1-11 sind aus folgenden Grunden erfinderisch (Artikel 33(3) PCT) 
gegenuber D1 und D3: 

Der Gegenstand der Anspruche 1-11 unterscheidet sich vom nachsten Stand der 
Technik D1 dadurch, daB neben der HauptmeBwellenlange von 450 +/- 10nm "als 
NebenmeBwellenlange mindestens eine der Wellenlangen 480 +/- 10nm, 546 +/- 
10nm oder 575 +/- 10nm verwendet" wird. 

Die spezielle Kombination der beanspruchten Wellenlangen hat den 
uberraschenden Effekt gegenuber dem Stand der Technik, daB sich bei der 
Bestimmung alkalischer Phosphatase die Verwendung von Peroxidase zur 
Beseitigung von Storungen durch freies Hamoglobin ertibrigt. 

Diese Auswahl der Wellenlangen und der damit verbundene Effekt ist aus D1 und 
D3 nicht naheliegend: 



Formbiatt PCT/Beiblatl/409 (Blatt 1) (EPA-Apri! 1997) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/EP99/07394 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



D1 offenbart vielmehr Bereiche starker Absorption von Hamoglobin, d.h. Bereiche 
groBer Storung durch Hamoglobin, in denen auch die beanspruchten Bereiche 
liegen: 380-450nm oder/und 520-590nm (Seite 2, Zeilen 13-16, Zeilen 57-58). D3 
offenbart Absorptionsmaxima bei ca. 540 und 575nm fur Hamoglobin. Das 
Problem der Entstorung wird in beiden Dokumenten ausschlieBlich mit Hilfe von 
Peroxiden gelost (D1, Anspruch 6, D3: Zusammenfassung). 

Punkt VIII: 

Die Anspruche 1 und 10 wurden zwar als getrennte, unabhangige Anspruche abgefaBt, 
sie scheinen sich aber tatsachlich auf ein und denselben Gegenstand zu beziehen und 
unterscheiden sich voneinander offensichtlich nur durch voneinander abweichende 
Definitionen des Gegenstandes, fur den Schutz begehrt wird. Somit sind die Anspruche 
nicht knapp gefaBt. 

Aus diesem Grund erfullen die Anspruche 1 und 10 nicht die Erfordernisse des Artikels 
6 PCT. 



Formblatt PCT/Beiblatt/409 (Blatt 2) (EPA- April 1997) 



Fall von enzymatischen Farbtests wie beispielsweise zur Bestimmung von alkali scher 
Phosphatase, bei denen die HauptmeBwellenlange im Bereich von 415 nm liegt, nicht 
moglich. 

Im US-Patent 5,766,872 wird erwahnt, daB bei der Amylase-Bestimmung die Nebenwel- 
lenlange von 577 nm zu einer Verringerung der Hamolysestorung fuhrt. Am den ange- 
fiihrten MeBdaten ist jedoch zu erkennen, daB bereits bei einem Hb-Gehalt von 500 mg/dl 
eine signifikante MeBwertabweichung von bis zu 8 % voriiegt. Das reicht zwar fur die 
Hamolyse-Entstorung, doch ist aufgrund der verwendeten HauptmeBwellenlange von ca. 
415 nm zu erwarten, daB bei hdherem Hb-Gehalt (wie er bei einer Therapie mit Bluter- 
satzmitteln auftritt) diese MeBwertabweichung ebenfalls groBer wird und eine ausreichende 
Hb-Entstorung dann nicht mehr gegeben ist. 

In der DE-A-196 28 484 wird ein Verfahren zur Beseitigung von Storungen, die durch die 
Anwesenheit von freiem Hamoglobin hervorgerufen werden, beschrieben. Die Hamoglobin- 
Storung bei Photometrischen Messungen wie beispielsweise der Bestimmung von 
alkalischer Phosphatase wird dadurch beseitigt, dass der zu vermessenen Probe peroxidische 
Verbindungen zugesetzt werden. Dadurch kommt es zu einer raschen Ausbleichung der 
vom Hamoglobin verursachten Farbung und Wegfall der damit verbundenen spektralen 
Storungen. Die Messung der mit Peroxid behandelten Probe erfolgt bei Wellenlangen von 
etwa 380-450nm und/oder 520-590nm. Die Bestimmung von alkalischer Phosphatase ohne 
Peroxid-Behandlung wird weder offenbart noch nahegelegt. 

Im Stand der Technik ist kein Verfahren zur Bestimmung von alkalischer Phosphatase ohne 
Peroxid-Zugabe bekannt, das auch in Anwesenheh von hohen Hb-Konzentrationen, wie sie 
beispielsweise in Blutersatzmittel enthaltenden Proben vorkommen, storungsfrei 
durchgefuhrt werden kann. 

Aufgabe war es daher, ein verbessertes Verfahren zur Bestimmung der alkalischen Phos- 
phatase in einer Probe zu entwickeln, das die Nachtefle des Standes der Technik weitgehend 
uberwindet. Insbesondere soilte ein einfaches und anwenderfreundliches Verfahren 



:4' ; 



4a 

zurBeseitigung von StSrungen durch Hamoglobin und auf Hamoglobin basierenden Blut- 
ersatzmitteln bei der Bestimmung der alkalischen Phosphatase bereitgestellt werden. 

GelSst wird die Aufgabe durch das in den Anspruchen naher definierte Verfahren zur Be- 
stimmung von alkalischer Phosphatase in einer Probe durch optische Messung. Das Ver- 
fahren ist dadurch gekennzeichnet, daB man eine HauptmeBwellenlange von 450 ± 10 ran 
und als NebenmeBwellenlange mindestens eine der Wellenlangen 480 ± 10 nm, 546 ± 10 
nm oder 575 ± 10 nm verwendet. Bevorzugt wird nur eine der genannten NebenmeBwel- 
lenlangen verwendet. 



; 




PATENT COOPERATION TREATY 

PCT 



S & 14 2Q 01 \0 



KCH CENTER 1600/2900 

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 
(PCT Article 36 and Rule 70) 



Applicant's or agent's file reference 
5159/00/WO 


FOR FURTHER ACTION See . Notification of Transmittal of International 

Preliminary Examination Report (Form PCT/IPEA/416) 


International application No. 

PCT/EP99/07394 


International filing date (day/month/year) 
05 October 1999 (05.10.99) 


Priority date {day/month/year) 

08 October 1998 (08.10.98) 


International Patent Classification (IPC) or national classification and LPC 
C12Q 1/42 


Applicant 


ROCHE DIAGNOSTICS GMBH 





uu— ai preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Examining 
Authority and is transmitted to the applicant according to Article 36. 

This REPORT consists of a total of 5 sheets, including this cover sheet. 

This report is also accompanied by ANNEXES, i.e., sheets of the description, claims and/or drawings which have 
been amended and are the basis for this rerx>rt and/or sheets containing rectifications made before this Authority 
(see Rule 70. 16 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 



These annexes consist of a total of _ 



_ sheets. 



3. This report contains indications relating to the following items: 
Basis of the report 
Priority 

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 
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This report makes reference to the following document 
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D2: CLINICAL CHEMISTRY, 

Vol. 39, No. 9, 1993, pages 1804-1810. 

1. PCT Article 33 (2) 



The subject matter of Claims 1-11 is novel (PCT Article 
33(2)) over the prior art because it concerns a method for 
detecting alkaline phosphatase using a novel combinatic 
of main and secondary measuring wavelengths 
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2.1 Claims 1-11 are inventive (PCT Article 33(3)) in 
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575 +/n 10 nm is used as a secondary measuring 
wavelength" besides the main measuring wavelength of 
450 + /- 10 nm. 

The surprising effect in relation to the prior art 
of the special combination of the claimed 
wavelengths is that the use of peroxidase for 
suppressing interference caused by free haemoglobin 
can be dispensed with for detecting alkaline 
phosphatase . 

This selection of wavelengths and its concomitant 
effect is not obvious from Dl and D3 . 

Dl rather discloses strong haemoglobin absorption 
ranges, that is ranges in which haemoglobin has a 
strong interference effect, and in which the claimed 
ranges also lie: 380-450 nm or/and 520-590 nm (page 
2, lines 13-16 and 57-58) . D3 discloses absorption 
peaks at about 540 and 575 nm for haemoglobin. The 
problem of interference suppression is solved in 
both documents only by the use of peroxides (Claim 6 
of Dl and the abstract of D3) . 
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Claims 1 and 10 are drafted as separate independent 
claims. However, they seem to relate to the same subject 
matter, the only apparent difference being in the 
definition of the subject matter for which protection is 
sought. The claims are therefore not concise. 



For this reason, Claims 1 and 10 do not meet the 
requirements of PCT Article 6. 
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(57) Abstract 



The invention relates to a method for determining alkaline phosphatase in a sample by means of optical measurement and eliminating 
disturbances caused by free haemoglobin or blood substitutes by using certain wavelength combinations. The invention also relates to 
a method for eliminating the disturbances that are caused by free haemoglobin or blood substitutes during the determination of alkaline 
phosphatase and to the use of certain wavelength combinations for eliminating disturbances caused by free haemoglobin or blood substitutes. 

(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Bestimmung von alkalischer Phosphatase in einer Probe durch optische Messung, bei dem 
St6rungen durch freies Hamoglobin oder Blutersatzmittel mittels bestimmter Wellenlangenkombinationen beseitigt werden, eineMethode 
zur Beseitigung von Storungen, die durch freies Hamoglobin oder Blutersatzmittel bei der Bestimmung von alkalischer Phosphatase 
hervorgerufen werden, sowie die Verwendung bestimmter Wellenlangenkombinationen zur Beseitigung von Storungen durch freies 
Hamoglobin oder Blutersatzmittel. 
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Verfahren zur Bestimmung von alkalischer Phosphatase unter Beseitigung von 
Haraoglobin-Storungen 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Bestimmung von alkalischer Phosphatase in einer 
Probe durch optische Messung, bei dem Storungen durch freies Hamoglobin oder Bluter- 
^atzmittel mittels bestimmter Wellenlangenkombinationen beseitigt werden, eine Methode 
zur Beseitigung von Storungen. die durch freies Hamoglobin oder Blutersatzmiuel bei der 
Bestimmung von alkalischer Phosphatase hervorgerufen werden. sowie die Verwendung 
bestimmter Wellenlangenkombinationen zur Beseitigung von Storungen durch freies Ha- 
moglobin oder Blutersatzmiuel. 

Es ist bekannt, daB durch Hamolyse diagnostische Verfahren zur Bestimmung von Analy- 
ten teilweise erheblich gestort werden. Unter Hamolyse wird jegliche Zerstorung von 
Erythrocyten beispielsweise durch mechanische, osmotische, chemische oder enzymatische 
Einwirkung auf die Zellmembran der Erythrocyten verstanden. Infolge der Hamolyse tritt 
der Blutfarbstoff Hamoglobin (Hb) aus und ist aus einer Probe nicht mehr zu entfemen. 
Problematisch ist die Anwesenheit von Hamoglobin zum einen aufgrund des mit den 
Spektren der nachzuweisenden Substanzen und Indikatoren (Chromogenen) zum Teil er- 
heblich uberlappenden Absorptionsspektrums von Hamoglobin. wodurch es zu Fehlmes- 
sungen in photometrischen Tests kommen kann. Zum anderen kann Hamoglobin auch mit 
Probenbestandteilen chemisch reagieren, wodurch ebenfalls Substanzen entstehen, die 
Fehlmessungen erzeugen konnen. 

In letzter Zeit sind fur Therapiezwecke beispielsweise nach hohem Blutverlust immer hau- 
figer Blutersatzmittel im Einsatz. die auf Basis von Hamoglobin hergestellt werden. Das 
Hamoglobin in Blutersatzmitteln kann nativer, oder synthetischer Natur sein. Oftmals wer- 
den auch Hb-analoge Verbindungen eingesetzt. Im Gegensatz zur Hamolyse ist bei einer 
Therapie mit Blutersatzmitteln mit einem Hb-Gehalt im Blutserum bzw. -plasma von mehr 
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als 2000 mg/dl zu rechnen. Storungen in Proben, die Blutersatzmittel enthalten, sind daher 
oftmals wesentlich ausgepragter als in hamolytischen Proben. da das Hamoglobin oder das 
synthetische Analogon von vornherein in freier Form vorliegt. 

Besonders gravierend ist der StoreinfluB von freiem Hamoglobin bei der photometrischen 
Bestimmung von alkalischer Phosphatase. Bei der Bestirnmung der alkalischen Phospha- 
tase wird die Bildung von 4-Nitrophenol bei 415 nm gemessen (Extinktionszunahme). 
Hamoglobin absorbiert ebenfalls bei 415 nm. In Gegenwan von Hamoglobin wird die Be- 
stimmung der alkalischen Phosphatase in zweierlei Hinsicht gestort: Zum einen andert sich 
im alkalischen Milieu das Hb-Spektrum zeitabhangig fExtinktionsabnahme), zum anderen 
wird ab einem bestimmten Hb-Gehalt die Photometergrenze des MeBgerates erreicht. 

Zur Beseitigung spektraler und chemischer Einfliisse von Hamoglobin auf die Analyse von 
Serum- oder Plasmaproben sind im Stand der Technik unterschiedliche Verfahren publi- 
ziert. 



Wegen der einfachen Handhabung bei automatisierten Analysengeraten wird neben der 
ersten MeBwellenlange (Hauptwellenlange) haufig eine zweite MeBwellenlange (Neben- 
wellenlange) benutzt, mittels derer der StoreinfluB interferierender Substanzen wie Hamo- 
globin, Bilirubin und Lipamie beseitigt oder zumindest minimien werden kann. In Clin 
Chem 25/6, 951-959 (1979) verweisen Hahn et al. darauf, daB die Nebenwellenlange so zu 
wShlen ist, daB diese nahe des Absorptionsminimums des Chromogens und nahe des Ab- 
sorptionsmaximxims der Storsubstanz liegen sollte. Die Bestimmung von alkalischer Phos- 
phatase kann jedoch mit den hier angegebenen MeBverfahren nicht entstort werden. 

Jay und Provasek beschreiben in Clin Chem 39/9, 1804-1810 (1993), daB die Hamoglobin- 
stoning bei der Bestimmung von alkalischer Phosphatase durch eine zeitabhangige Ande- 
rung des Hb-Spektrums verursacht wird. Diese Stoning kann durch mathematische Kor- 
rekturalgorithmen (Bestimmung der Hb-Konzentration in der Probe und Korrektur des ge- 
messenen Wertes fur alkalische Phosphatase urn einen bestimmten Betrag, der der gemes- 
senen Hb-Menge aquivalent ist) beseitigt werden. 
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Die von Jay und Provasek erwahnte maxhematische Korrektur beseitigt z\var den Hb-Ein- 
fluB bis mindestens 800 mg/dl Hb ? ist jedoch wenig anwenderfreundlich. da sie eine zu- 
satzliche Messung des Hb-Gehaltes voraussetzt und anschliefiend noch einen mathemati- 
schen Korrekrurschritt erfordert. 

Jay und Provasek (supra) beschreiben eine weitere Methode zur Entstorung durch soge- 
nannte Rate-Blank-Messung. Die Korrektur von Hamolyse-Storungen durch Rate-Blank- 
Messungen ist auch in der EP-A-0 695 805 beschrieben. Hier wird vor der eigentlichen 
photometrischen Bestimmung einer in der Probe enthaltenen Komponente die Probe einer 
Vorreaktion untenvorfen. durch die der Hamolysegrad der Probe bestimmt wird. Der nach- 
folgend erhaitene MeBwert wird dann korrigiert um einen Wen, der durch Korrelation des 
Hamolysegrades mit dem MeBfehlerbeitrag von storenden Komponenten ermittelt wurde. 

Durch Rate-Blank-Messungen kann die Hb-Storung beseitigt werden, allerdings nur bis zu 
einem Hb-Gehalt von ca. 1200 mg/dl, da bei hoherem Hb-Gehalt die Photometergrenze 
erreicht wird. Dies kann zwar ausreichend fur die Beseitigung von Hamolysestorungen 
sein, ist jedoch keinesfalls ausreichend fur die Beseitigung von Blutersatzmittel-Storungen. 

Eine weitere Moglichkeit zur Beseitigung von Hamoglobinstorungen wurde fur die Be- 
stimmung von Albumin publiziert (PCT-Anmeldung WO 97/45728), wo durch spezielle 
Kombinationen von Haupt- und Nebenwellenlangen eine Beseitigung von Hamoglobin- 
storungen erzielt werden konnte. Die hier genannten Wellenlangenkombinationen konnen 
jedoch nicht fur die Bestimmung der alkalischen Phosphatase verwendet werden, da bei 
diesen Wellenlangen kein MeBsignal mehr fur 4-NitrophenoI erhalten wird. 

Die Offenlegungsschrift WO 97/45733 beschreibt, dafl mit den Nebenwellenlangen 546 
und 570 nm bei einzelnen UV-Tests die Storungen durch Hamoglobin beseitigt werden 
konnen. Dieses Verfahren ist jedoch nur auf enzj'matische UV-Tests mit einer Haupt- 
meBwellenlange von 340 nm anwendbar. Wahrend hierbei eine vollstandige Hb-Entstorung 
allein durch die Nebenwellenlangen 546 bzw. 570 nm erreicht werden kann, ist dies im 



ERSATZBLATT (fiEGEL 26) 



WO 00/22 1 62 PC17EP99/07394 

4 

Fall von enzymatischen Farbtests wie beispielsweise zur Bestimmung von alkalischer 
Phosphatase, bei denen die HauptmeBwellenlange im Bereich von 415 nm liegu nicht 
moglich. 

Im US-Patent 5,766,872 wird erwahnt, daB bei der Amylase-Bestimmung die Nebenwel- 
leniange von 577 nm zu einer Verringerung der Hamolysestorung fuhrt. Aus den ange- 
fuhnen MeBdaten ist jedoch zu erkennen, daB bereits bei einem Hb-Gehalt von 500 mg/dl 
eine signifikante MeBwertabweichung von bis zu 8 % vorliegt. Das reicht zwar fur die 
Hamolyse-Entstorung. doch ist aufgrund der verwendeten HauptmeBwellenlange von ca. 
415 nm zu erwarten. daB bei hoherem Hb-Gehalt (wie er bei einer Therapie mit Bluter- 
saizmitteln auftritt) diese MeBwertabweichung ebenfalls groBer wird und eine ausreichende 
Hb-Entstorung dann nicht mehr gegeben ist 

Im Stand der Technik ist kein Verfahren zur Bestimmung von alkalischer Phosphatase be- 
kannt, das auch in Anwesenheit von hohen Hb-Konzentrationen, wie sie beispielsweise in 
Blutersatzmittel enthaltenden Proben vorkommen, storungsfrei durchgefiihrt werden kann. 

Aufgabe war es daher. ein verbessertes Verfahren zur Bestimmung der alkalischen Phos- 
phatase in einer Probe zu entwickeln, das die Nachteile des Standes der Technik weitge- 
hend iiberwindet. Insbesondere sollte ein einfaches und anwenderfreundliches Verfahren 
zur Beseitigung von Storungen durch Hamoglobin und auf Hamoglobin basierenden Blut- 
ersatzmitteln bei der Bestimmung der alkalischen Phosphatase bereitgestellt werden. 

Gelost wird die Aufgabe durch das in den Anspriichen naher definierte Verfahren zur Be- 
stimmung von alkalischer Phosphatase in einer Probe durch optische Messung. Das Ver- 
fahren ist dadurch gekennzeichnet, daB man eine HauptmeBwellenlange von 450 ± 10 nm 
und als Nebenmeflwellenlange mindestens eine der Wellenlangen 480 ±10 nm. 546 ±10 
nm oder 575 ±10 nm verwendet. Bevorzugt wird nur eine der genannten NebenmeBwel- 
lenlangen verwendet. 
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Es hat sich uberraschenderweise gezeigt, daB eine effektive Hb-Entstorung fur die Be- 
stimmung der alkalischen Phosphatase dann moglich ist. wenn zum einen die Hauptwel- 
lenlange una zusatzlich dazu auch die Nebenwellenlange geandert wird. Fur eine zufrie- 
denstellende Hb-Entstorung ist es nicht ausreichend, nur die Hauptwellenlange oder nur die 
Nebenwellenlange zu andern. 

Aufgrund des Absorptionsspektrums von 4^Nitrophenol kann die alkalische Phosphatase 
nicht nur bei 415 nm gemessen werden, sondern auch bei 450 ± 1 0 nm. Zwar befindet sich 
damit die HauptmeBwellenlange nicht im iiblicherweise venvendeten Absorptionsmaxi- 
mum der Nachweisreaktion, sondern an dessen Flanke. aber das erhaltene MeBsignal ist 
dennoch ausreichend fur die exakie Bestimmung der alkalischen Phosphatase. 

Bereits durch Wahl der neuen HauptmeBwellenlange 450 ± 10 nm kommt es zu einer 
leichten Verringerung der Hamoglobin-Storung, aber eine vollstandige Entstorung erhalt 
man uberraschenderweise erst durch die Kombination der Hauptwellenlange 450 ± 10 nm 
mit mindestens einer der Nebenwellenlangen 480 ± 10 nm, 546 ± 10 nm oder 575 ± 10 nm. 
Als besonders geeignet hat sich eine Nebenwellenlange von 570 nm erwiesen. Insbeson- 
dere fur die Bestimmung der alkalischen Phosphatase riach der IFCC-Methode hat sich die 
Nebenwellenlange 480 ± lOnmzur Hb-Entstorung als gut geeignet erwiesen (Beispiel 2). 

Andere Nebenwellenlangen wie beispielsweise 340, 376, 505, 600. 660 und 700 nm haben 
sich zur Hamoglobin-Entstorung als nicht geeignet erwiesen. 

Mit Hilfe des erfindungsgemaflen Verfahrens ist es erstmals auf einfache Weise moglich, 
die durch Hamoglobin bzw. Hb-analoge Verbindungen verursachten Storungen bei der 
Bestimmung von alkalischer Phosphatase bis zu einem Hb-Gehalt von mind. 3000 mg/dl 
zu beseitigen. Die Obergrenze zur Beseitigung der Hb-Storungen liegt bei der durch die 
Leistungsfahigkeit des venvendeten Photometers bestimmten Grenze. Bis zu 6500 mg/dl 
Hamoglobin-Gehalt ist daher eine gute Entstorung durch das erfmdungsgemaBe Verfahren 
denkbar. Die Erfindung ist weiterhin fur die verschiedenen Reagenzien zur Bestimmung 
von alkalischer Phosphatase anwendbar, wie aus den Beispielen 1 bis 3 ersichtlich ist. 
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Das erfindungsgemafie Verfahren eignet sich zur Bestimmung beliebiger Proben, in denen 
freies Hamoglobin vorliegt. Der Begriff "freies Hamoglobin" im Sinne der Erfindung wird 
in Abgrenzung zu solchem Hamoglobin verwendet, das in intakten Erythrocyten enthalten 
ist. Beispiele fur Proben, die freies Hamoglobin enthalten. sind hamolytische Serum- oder 
Plasmaproben oder Proben, die Blutersatzmittel enthalten. Beispiele fur Blutersatzmittel, 
die mi Sinne der vorliegenden Erfindung unter den Begriff "freies Hamoglobin" fallen, 
sind derivatisierte. polymerisierte, modifizierte oder quervernetzte Derivate von Hamoglo- 
binen. insbesondere von Humanhamoglobin oder Rinderhamoglobin. z. B. DCL-Hamoglo- 
bin (Diaspirin-crosslinked Hamoglobin), sowie rekombinam hergestelltes Hamoglobin. 

Ebenfalls ein Gegenstand der Erfindung ist eine Methode zur Beseitigung von Storungen, 
die durch freies Hamoglobin hervorgerufen werden, in einem Verfahren zur Bestimmung 
von alkalischer Phosphatase. Die Methode ist dadurch gekennzeichnet, daB man eine 
HauptmeBwellenlange von 450 ± 10 nm und als NebenmeGwellenlange mindestens eine 
der Wellenlangen 480 ± 10 nm, 546 ± 10 nm oder 575 ± 1 0 nm verwendet. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist die Verwendung einer HauptmeBwellenlange 
von 450 ± 10 nm in Kombination mit mindestens einer der NebenmeBwellenlangen 480 ± 
10 nm ? 546 ± 10 nm oder 575 ± 10 nm zur Beseitigung von Storungen durch freies Hamo- 
globin oder durch auf Hamoglobinbasis hergestellte Blutersatzmittel in einem Verfahren 
zur Bestimmung von alkalischer Phosphatase. 

Die Erfindung wird durch nachfolgende Beispiele erlautert: 
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Beispiele 

Allgemeine Methoden: 

Ein Teil eines Semmpools wurde mil einer Hb-haltigen Losung derart versetzt. dafi ein Hb- 
Gehalt von mindestens 3000 mg/dl erreicht wurde. Ein anderer gleichgroBer Teil desselben 
Semmpools \vurde mit der aquivalemen Menge NaCl-Losung (1 54 mmol/1) versetzt. Beide 
Teile wurden anschliefiend in unterschiedlichem Verhaltnis deran miteinander vermischt. 
da6 eine Hb-Konzentrationsreihe aus 1 1 Proben erhalten wird. deren niedrisste Probe kein 
Hb und deren hochste Probe mindestens 3000 mg/dl Hb enthalt. 
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Beispiel 1 

Bestimmung der Alkalischen Phosphatase nach der SFBC-Methode 

Bestimmung nach Empfehlungen der Societe Fran?aise de Biologie Clinique gemaB Ann. 
Biol. Clin. Vol 35, 271 (1977) 

Die Bestimmung wurde an einem Boehringer Mannheim/Hitachi 91 1 -Analysengerat 
durchgeflihn. 

Es wlirden folgende Reagenzien verwendet: 

Reagenz 1 : 930 mmol/1 2-Amino-2-methyl-l-propanol-Puffer, pH 10.5; 

1.03 mmol/1 Magnesiumaspartat 
Reagenz 2: 930 mmol/1 2-Amino-2-methyl-l -propanol-Puffer, pH 1 0,5; 

1.03 mmol/1 Magnesiumaspartat; 98 mmol/1 4-Nitrophenylphosphat 

Die Testdurchfuhrung war wie folgt: Zu 1 1 |il Probe wurden 250 \il Reagenz 1 und nach 5 
min 50 \i\ Reagenz 2 gegeben. Die Bestimmung des Analyten erfolgte nach einer Dauer 
von weiteren 50 sec uber einen Zeitraum von 4 min, wobei die Extinktionsanderung wah- 
rend dieser 4 min gemessen wurde. Zur Messung wurden Kombinationen folgender 
HauptmeBwellenlangen (?*,) und NebenmeBwellenlangen (X 2 ) verwendet: X/k 2 = 415/546 
nm, 415/570 nm, 415/660 nm und 450/660 nm (Vergleich) sowie 450/546 nm und 450/570 
nm (Erfmdung). 

Als weiterer Vergleich wurde die Bestimmung der Alkalischen Phosphatase nach der von 
Jay und Provasek envahnten Rate-Blank-Messung durchgefiihrt (als "415/660 nm RB" 
bezeichnet). 

Das Ergebnis ist in Tabelle 1 gezeigt. Es ist zu erkennen. daB bei Verwendung der erfin- 
dimgsgemaBen MeBwellenlangenkombinationen von 450/546 nm bzw. 450/570 nm der 
Hamoglobin-EinfluB im Vergleich zu den anderen MeBwellenlangenkombinationen bzw. 
zur Rate-Blank-Messung signifikant reduziert wird. 
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Tabelle 1 

Gemessener Gehalt an Alkalischer Phosphatase bei 37°C in U/l 



no- 

CI lull 


run 


41D/570 
nm 


415/660 
nm 


415/660 
nm RB 


450/660 
nm 


450/546 
nm 


450/570 
nm 




nZ 


hZ 


42 


42 


42 


41 


42 




^ -» 


^2 


32 


44 


35 


40 


41 


Ann 


Z4 


24 


22 


46 


29 


40 


40 


900 


16 


16 


14 


46 


24 




A 1 

41 


1200 


1 1 


11 


8 


44 i ~)~> 
1 - 


40 


40 


1500 


7 


7 




5 


19 


40 


40 


1800 


2 


2 


-2 


0 


17 


39 


40 


2100 


-» 
J 


-*» 
J 


-2 


0 


17 


40 


41 


2400 


3 




-2 


1 


15 


43 


42 


2700 


4 


3 


-1 


0 


16 


42 


43 


3000 | 4 


3 


-2 


1 


19 


45 


45 



* hier wurde ein vemetztes Hamoglobin eingesetzt 
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Beispiel 2 

Bestimmung der Alkalischen Phosphatase nach der IFCC-Methode 

Bestimmung nach Empfehlungen der International Federation of Clinical Chemistry gemafi 
J. Clin. Chem. Clin. Biochem. Vol 21, 731-748 (1983) 

Die Bestimmung wurde an einem Boehringer Mannheim/Hitachi 91 1 -Analysengerat 
durchgefuhrt. 

Es wurden folgende Reagenzien verwendet: 

Reagenz 1 : 360 mmol/1 2-Amino-2-methyI-l-propanol-Puffer ? pH 10 f 4 (30°C); 

2,04 mrnol/1 Magnesiumacetat; 1,02 mmol/1 Zinksulfat; 

2,04 mmol/1 N-(2-Hydroxyethyl)-ethylendiamintriessigsaure) 
Reagenz 2: 360 mmol/1 2-Amino-2-methyl-l-propanol-Puffer, pH 10,4 (30°C); 

2,04 mmol/1 Magnesiumacetat; 1 ,02 mmol/1 Zinksulfat; 

2,04 mmol/1 N-(2-Hydroxyethyl)-ethylendiamintriessigsaure) 

1 04 mmol/1 4-Nitrophenylphosphat 

Die Testdurchflihrung war wie folgt: Zu 7 |il Probe wurden 250 |il Reagenz 1 und nach 5 
min 60 \i] Reagenz 2 gegeben. Die Bestimmung des Analyten erfolgte nach einer Dauer 
von weiteren 50 sec iiber einen Zeitraum von 4 min, wobei die Extinktionsanderung wah- 
rend dieser 4 min gemessen wurde. Zur Messung wurden Kombinationen folgender 
Hauptmeflwellenlangen und NebenmeCwellenlangen (a 2 ) verwendet: X x /X 2 = 415/700 
nm (Vergleich) sowie 450/480 nm (Erfmdung). 

Das Ergebnis ist in Tabelle 2 gezeigt. Es ist zu erkennen, dali bei Verwendung der erfin- 
dungsgemaCen MeBwellenlangenkombination von 450/480 nm der Hamoglobin-Einfluli 
im Vergleich zur bisherigen MeBwellenlangenkombination 415/700 nm signifikant redu- 
ziert wird und auch bei sehr hohem Hb-Gehalt keine negativen Werte auftreten. 
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Tabelle 2 

Gemessener Gehalt an Alkalischer Phosphatase bei 37°C in U/l 



Hb-Gehalt* 
[mg/dl] 


415/700 nm 


450/480 nm 


0 


167 


170 


300 


157 


164 


600 


152 


160 


900 


145 


157 


1200 


139 


154 


1500 


133 


151 


1800 


126 


149 


2100 


123 


150 


2400 


116 


153 


2700 


-4,3 


154 


3000 


-4,4 


153 



* hier wurde ein rekombinant hergestelltes Hamoglobin eingesetzt 
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Beispiel 3 

Bestimmung der Alkalischen Phosphatase nach der DGKC-Methode 

Bestimmung nach Empfehlungen der Deutschen Gesellschaft fur Klinische Chemie gemafi 
Z. Klin. Chem. Klin. Biochem. Vol 10, 290 (1972) 

Die Bestimmung wurde an einem Boehringer Mannheim/Hitachi 91 1 -Analysengerat 
durchgefuhrt. 

Es wurden folgende Reagenzien verwendet: 

Reagenz 1 : 1 ,02 mmol/1 Diathanolamin-Puffer. pH 9.8; 0,5 1 mmol/1 Magnesiumchlorid 
Reagenz 2: 1 ,02 mmol/1 Diathanolamin-Puffer, pH 9,8; 0,5 1 mmol/1 Magnesiumchlorid; 
61 mmol/1 4-Nitrophenylphosphat 

Die Testdurchfuhrung war wie folgt: Zu 4 ul Probe wurden 250 ul Reagenz 1 und nach 5 
min 50 ul Reagenz 2 gegeben. Die Bestimmung des Analyten erfolgte nach einer Dauer 
von weiteren 50 sec uber einen Zeitraum von 4 min, wobei die Extinktionsanderung wah- 
rend dieser 4 min gemessen wurde. Zur Messung wurden Kombinationen folgender 
HauptmeBwellenlangen (k,) und NebenmeCwellenlangen (X,) verwendet: X,/a, =415/700 
nm (Vergleich) sowie 450/546 nm (Erfmdung). 

Das Ergebnis ist in Tabelle 3 gezeigt. Es ist zu erkermen, dafi bei Verwendung der erfm- 
dungsgemaBen Mefiwellenlangenkombination von 450/546 nm der Hamoglobin-Einflufi 
im Vergleich zur bisherigen MeBwellenlangenkombination 4 15/700 nm signifikant redu- 
ziert wird und auch bei sehr hohem Hb-Gehalt keine negativen Werte auftreten. 
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Tabelle 3 

Gemessener Gehalt an Alkalischer Phosphatase bei 37°C in U/l 



Hb-Gehalt* 
fme/dll 


-t 1 3/ /uu nm 


4^0/546 nm 




O 0*7 

Zo / 


298 




Zzo 


279 




i 11 


277 


1950 


119 


^ / o 


2600 


65 


278 


3250 


20 


278 


3900 


-25 


280 


4550 


-65 - 


284 


5200 


-100 


286 


5850 


-13 


286 


6500 


-15 


302 



* hier wurde ein polymerisienes Hamoglobin eingesetzt 
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Patentanspriiche 

1 . Verfahren zur Bestimmung von alkalischer Phosphatase in einer Probe durch optische 
Messung dadurch gekennzeichnet, dafl man eine HauptmeBwellenlange von 450 ± 10 
nm und als NebenmeBwellenlange mindestens eine der Wellenlangen 480 ± 10 nm, 546 
±10 nm oder 575 ± 10 nm verwendet. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB man als NebenmeBwellen- 
lange 480 ± 10 nm verwendet. 

3. Verfahren nach Anspruch 1. dadurclj gekennzeichnet. daB man als NebenmeBwellen- 
lange 546 ± 1 0 nm verwendet. 

4. Verfahren nach Anspruch 1. dadurch gekennzeichnet, daB man als NebenmeBwellen- 
lange 575 ± 10 nm verwendet. 

5. Verfahren nach Anspruch 1. dadurch gekennzeichnet. daB man als NebenmeBwellen- 
lange 570 nm verwendet 

6. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche ? dadurch gekennzeichnet, daB 
die Bestimmung in einer Serum- oder Plasmaprobe durchgefuhrt wird. 

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche. dadurch gekennzeichnet, daB 
man eine Probe bestimmt, die freies Hamoglobin oder ein auf Hamoglobinbasis herge- 
stelltes Blutersatzmittel enthalt. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daB das Blutersatzmittel ein de- 
rivatisiertes. polymerisiertes. modifiziertes oder quervernetztes Humanhamoglobin. 
Rinderhamoglobin oder ein rekombinant hergestelltes Hamoglobin enthalt. 
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9. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Probe einen Hamoglobingehalt bis zu 6500 mg/dl aufweist. 

10. Methode zur Beseitigung von Storungen. die durch freies Hamoglobin oder Bluter- 
satzmittel hervorgerufen werden, in einem Verfahren zur Bestimmung von alkalischer 
Phosphatase dadurch gekennzeichnet daJ3 man eine HauptmeBwellenlange von 450 ± 
10 nm und als NebenmeBwellenlange mindestens eine der Wellenlangen 480 ± 10 nm, 
546 ± 10 nm oder 575 ± 10 nm verwendet. 

11. Verwendung einer HauptmeBwellenlange von 450 ± 10 nm in {Combination mit minde- 
stens einer der NebenmeBwellenlangen 480 ± 10 nm. 546 ± 1 0 nm oder 575 ± 10 nm 
zur Beseitigung von Storungen durch freies Hamoglobin oder Blutersatzmittel in einem 
Verfahren zur Bestimmung von alkalischer Phosphatase. 
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MITTEILUNG OBER DIE OBERM nTLUNG DES 
INTERNATIONALE RECHEROIENBERICKTS 
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(Tag/MoaatfJahr) 
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Aktenzelchen dee Anmektera Oder Anwats 
5159/00/UO ' f( M . 



WETTERES VORQEHEN 



slehe Punkte 1 und 4unten 



Internattonates Aktenzefchen 

PCT/EP 99/07394 



IrrtematfonaJee AnmeWedatum 
(Tag/Mtmat/Jahr) 05/10/1999 



Anmeider 

ROCHE DIAGNOSTICS GMBH et al 



1- GO Anmeider wWmlgetd^ 

Einreichung von Anderungen und einer ErWirung rach ArtiM 19: 

Der Anmeider kann auf elgenen Wunsch die AnsprOche der hrteirtatlonaJen AnmeMung findem (slehe Regel 46): 
Bi* wann eind Anderungen einzuretchen? 

^? ^ H, ? e * criun 0 8oteher Anderungen betragt Qbflcherwetse zwel Monate ab der Oberrnfttung dee 
liternattonaJen Recherchenberterrts; wetere Elnzeihecen etnd den Anmerkurigen auf dem Befctatt zu entnehmea 

Wo eind Anderungen emzurotchen? 

Unmttetoar bekn InternatJonalen BO no der WIPO, 34, CHEMIN dee Cotombettee, CH-1 21 1 Gertf 20, 
Tetofaxnr: (41-22) 740.14.35 

N9hm Hinwene eind den Anmericungen auf dem BefUatt zu entnehmea 

z Q ?f??Anmelder^ 

ArUkel 1 7(2)a) Qbermfiteft wind. 



□ 5? lSi f MlK i ^^^^^ oe5en dte E^rtcntung einer zuaatzflchen Gebuhr (zuaatzflcher Gebuhren) nach Regel 40^ wtrd 
1 — 1 dem Anmeider mftgeteft, daB ' 

dyWMerepruch und die Entechetdung hJeruber zusammen mlt selnem Arrtrag auf Obermttttung dee Wortiauts sowohl dee 
wuerepruens ale auch der EntscheJdung hlerOber an die Besttmmungsamter dem Intemattonalen Bum Qberrnittet worden 

SlTKL 

noch jo&tne ErtechekJung Ober den Wlderepruch vorttegt; der Anmeider wtrd befia^rfcrrngt eobald etne EntscheJdung 
getroffen wurde. ^ 



□ 
□ 



Der Anmeider wtrd auf fbigendes aufmerksam gemacht 

EE? S5£ t L^f Uf !SL 1 9 J . M ?f w !? l ^ ft . dem Pn^n«te<tetum wtrd die Internationale Anmefdung vom Intemattonalen BQio veroffentr 
SJL2 er Af M*?!22r?? Veroffentltehung verhMem Oder auf eftnen spateren Zeitpunkt verechleben, so mud gemaS Regel 90^ 
b ™-J^™J**^** dertechnlschen Vorberefcmgen fur die Irternattonaie Veroffertfchung elne EfWarung Ober dteZurittaiah- 
me der IntBmatlonaJen AnmeWung oder dee Prlorttatsejiapnjcha belm IntematlonaJen BGro efcTgehen. 

InnerhaJb von 19 Mgnaten sett dem Prlortatsdatum 1st eiri Antrag auf Int^^ 
Anine4£r<^ 

verecraeDen mocnte. ' 
Innerhafe von 20 Moneten sett dem Prtoftatedatum muB der Aimielder de «lr den Elrrt^ 

"^"S? 000 ^?2f Boe^nmtOT(^anfrtem vometanmv <«o niefvt lrtnernaS> von 1 d Monatoo eeft ctem Rrtorttfitactetum In cter 
Anmel^ing c>der eirwr rwdr&agUchen AuswaWerklarung auegewaht wurden oder nlcht auagewah* werden konnten, da fur ele 
Kapftel II dee Vertragee nlcht verbindHcri 1st 



und Postanschrift der IntematlonaJen Rechercfterfcetorde 

Europabchee Patentamt P.B. 5618 Patenttaan 2 
-HI NL-2280HVRl)swfk 
Si/Jl TeL (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 eponl, 
Fax (+31-70) 340-3016 




BevoihTiachtlgterBedtortsteter 

Jaap Hurenkamp 



Fonribtatt PCT/ISAA220 (Jufl 1908) 




(Slehe Anmerkungen aufBe&ait) 



ANMERKUNGEN ZU FORMBLATT PCT/ISA7220 



^°*?M^^^Z$%:^r^? a T Ei " rei ° hu "9 von Anderungen gemafl Artike. 19geben. Oiesen Anmerkungen 
"JE,™,, r^v, u Vortrags doer die Internationale Zusammena/toeit auf dem Gebiet des Patentwesens (PCT) der AusKlhrunas- 
oten3^t*Ve^ B 3^™ , : n ^t^T 8 ™*' At^eichungen zwischen desen AnmerkunSn' u^d ^ 
WIPO T^en^ehmST ™flgebend. Nahere Emzelheiten sind dem PCT-LeMaden for Anmelder. einer vSroffenttehung der 

HINWEISE ZU ANDERUNGEN GEMASS ARTIKEL 19 

Ant^','!?', intemationaien Recherchenbenchta hat der Anmelder die Mogtichkert, einrnal die Anspruohe der intemationaien 

'enverafferrtlicHungvoH^^^^ 

Welch* Telle der Intemationaien Anmeldung kdnnen geandert werden? 

Im Rahman von Artikel 1 9 kdnnen nur die Anspruche geandert werden 

tTg^M w^ ati ° nale P " a8e W " nen 31,6 Tei ' e *•»»*>"««•" Anmeldung nach Art** 28 Oder gegebanenfall. Artike. 

Bis warm sind Andorungen elnzuraichen? 

IJ-TSSc^S^ ■«-•»■» «" — Mooaten ab 

dem Intemationaien Buro n^Abltu?o£ mTeiffiS FrL ^ET^aES? l^fl —n si. 

intemationale VerfltfentliehJng (Re^el « 1?Lge1^ ' "«* vor AtaohhiB der techmschen Vorbereitungan forde 

Wo sind die Anderungen nlchteinzureichen? 

einge^Tw.^(^T^i; m lntema,io " a ' s " BOra ' Anmeldeam. oder der International Roehercnenbeh6rd. 

Falls ein Arttrag auf intemationale vorlaufige PrOfung eingereicht wurdeAvird, siehe unten. 
In weicher Form konnen Anderungen erfolgen? 

uX^^^^Ln^™ ° dBr mShrWOf von dem uraprUnglich eingereiohten Blatt 

brt^^^^^tZ^Zl^f 1 8fSCheine "; sind mrt Zitfem zu numerieren. Wird ein Anspruch gestrichen so 

Die Andeningen sind In der Sprache ataufasson, In der dielntematlonale Anmeldung veroffentlicht wlrd. 

Weiohe Untertagen sind den Anderungen belzutagen? 
Beglettschraiben (Abschnttt 205 b)): 

Die Anderungen sind mil einem Begleitachreiben einzureichen. 

c^lge^n™^ M engllsc^pra- 

natlonalet, Anmetdungen In franxlsllcher Sprarte^a^seV ■ berebe " fe,,,a ln •»**•*■•'. Del franzo.l.chsprachigen Inter. 



Anmerfcungen zu Formblatt PCT/ISA/220 (Blatt 1) (Januar 1994) 



BNBDOCtD: <X8I8A22GNOOEP4JLj» 



ANMERKUNGEN ZU FORMBLATT PCT/ISA/220 (Fortsetzung) 



,m Begleitschretben sind die Unterechiede zwischen den AnsprOchen in der eingereichten Fassung und den geanderten AnsprOchen 
anzugeben. So tst insbesondere zu jedem Anspnjch in der internationalen Anmeldung anzugeben (gleichlautende Angaben zu 
verschiedenen Anspruch en konnen zusammengefaGt warden), ob 

i) der Anspruch unverandert 1st; 

ii) der Anspruch gestrichen worden tst; 

iii) der Anspnjch neu rat; 

w) der Anspruch einen Oder mehrere AnsprOche in der eingereichten Fassung ersetzt; 

v) der Anspnich auf die Teilung eines Anspruch 8 in der eingereichten Fassung zurOokzufuhren ist. 



Im folgenden mind Belspiele angegeben, wle Anderungen im BegleJt&hretben zu erlautem sind: 

1. (Wenn ansteile von ursprOnglich 48 AnsprOchen nach der An de rung einiger AnsprOche 51 AnsprOche extstieren]: 

'Die AnsprOche 1 bis 29, 31 , 32, 34, 35, 37 bis 48 werden durch geanderte AnsprOche gfeicher Numeherung ersetzt; AnsprOche ' 
30, 33 und 36 unverandert; neue AnsprOche 49 bis 51 hinzugefugt." 

2. (Wenn ansteile von ursprOngHch 1 5 AnsprOchen nach der An de rung alter AnsprOche 1 1 AnsprOche exrstierenl: ' 
"Geanderte AnsprOche 1 bis 11 treten an die Stetle der AnsprOche 1 bis 15." ' 

3. (Wenn ursprOnglich 1 4 AnsprOche existierten und die Anderungen darin bestehen, daft einige AnsprOche gestrichen werden und 
neue AnsprOche hinzugefugt werden]: , 
AnsprOche 1 bis 6 und 1 4 unverandert; AnsprOche 7 bis 13 gestrichen; neue AnsprOche 15, 16 und 1 7 hinzugefugt "Oder" An- » 
sprOche 7 bis 13 gestrichen; neue AnsprOche 15, 16 und 17 hinzugefOgt; alle Gbrigen AnsprOche unverandert." ? 

4. [Wenn verschiedene Art en von Anderungen durchgefGhrt werden]: j 
•AnsprOche 1-10 unverandert; AnsprOche 1 1 bra 13, 18 und 19 gestrichen; AnsprOche 1 4, 15 und 16 durch geanderten An- j 
spruch 14 ersetzt; Anspruch 1 7 in geanderte AnsprOche 15, 16 und 1 7 unterteilt; neue AnsprOche 20 und 21 hinzugefOgt." i 

i 

"ErWarung nach Artikel 19(1)** (Reg el 46.4) 

Den Anderungen kann erne ErWa/ung beigefOgt werden, mit der die Anderungen eriautert und ihre Auawirkungen auf die 
Beschreibung und die Zeichnungen dargelegt werden (die nicht nach Artikel 1 9 (1 ) geandert werden konnen). 

i 

Oie ErWarung wird zusammen mit der intern ationaJen Anmeldung und den geanderten AnsprOchen verdffentlicht. 
Sle ist In der Sprache abzufaseen, in der die Internationalen Anmeldung verdffentlicht wlrd. 

Sis muG kurz g eh arte n sein und dart, wenn in englischer Sprache abgefaftt oder ins Englische ubersetzt, nicht mehr als 500 
WArter umfassen 

i 

Oie ErWarung ist nicht zu verweehseln mit dem Begteitschreiben, das auf cfie Unterschiede zwischen den AnsprOchen in der 

eingereichten Fassung und den geanderten AnsprOchen hinweist, und ersetzt ietzteres nicht. Sie ist auf einem gesonderten Blatt ! 

etnzureichen und in der Uberschrift als solche zu kennzeichnen, vorzugsweise mit den Worten 'ErWarung nach Artikel 19 (1)'. 

Die ErWarung dart ketne herabsetzenden AuBerungen Ober den internationalen Rechercbenbericht oder die Bedeutung von in dem 
Bencnt angefOhrten Verdffentlichungen enthalten. Sie darf auf im internationalen Recherchenbericht angefOhrte Veroffenttichun- 
gen, die sich auf einen bestimmten Anspruch beziehen, nur im Zusammenhang mit einer Anderung dieses Anspnjchs Bezug 
n eh men. 



Auawirkungen eines beretts gestetlten Ant rags auf Jntemationsrievortauflge PrOfung 

Ist zum Zeitpunkt der Einreichung von Anderungen nach Artikel 19 bereits ein Antrag auf intern at ion ale voriaufige PrOfung 
gestellt worden, so sollte der Anmelder in seinem Interesse gleichzeitig mit der Einreichung der Anderungen beim Intemation alen 
BOro auch eine Kopie der Anderungen bei der mit der internationalen vortaufigen PrOfung beauftragen Be horde einreichen {sie he 
Regel 62.2 a), erster Satz). 



Auawirkungen von Anderungen hlnsichtlich der Obersetzung dertnternatlonalen Anmeldung belm Eintrftt In die 
natlonale Phase 9 

Der Anmelder wird darauf hingewiesen, daB bei Eintritt in die nationals Phase mdglicherweise anstatt oder zusatzlich zu der Ober- 
setzung der AnsprOche in der eingereichten Fassung eine Obersetzung der nach Artikel 19 geanderten AnsprOche an die 
besbmmtert/ausgewahften Amter zu Obermitteln ist. 

Nahere Einzelheiten Ober die Erfordemisse jedes bestimmten/ausge wahlten Amts sind Band II des PCT-Lettfadens fur AnmeJder 
zu entnehmen. 



Anmerkungen zu Formblatt PCT/ISA/220 (Blatt 2) (Januar 1994) 
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VERTRAG OBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT 
AUF OEM GEBIET DES PATENTWESENS 

PCT 

INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

(AillkBl 18 80wle Regein 43 und 44 PCT) 



5159/00/WO 


WEfTERES sJehe MtteUung uber die UbermlttJurig des InrtemationaJen 
w~~~,-..™ Recheichenbeftehts (Formblatt PCT/ISA/220) sowte, sowait 
VORGEHEN zutreffend, nachstehender Punkt 5 


PCT/EP 99/07394 


Internationales AnmeWedaturn 
(Tag/Monat/Jahi) 

05/10/1999 


(FrOheetes) PrfcHtatsdatum (TcqMonat/Jahr) 

08/10/1998 
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i f ?^!Z t ^^!2f?^ I ^f c '^r°??? rt3 ?f* c ** ^^"^^ IntemaHorMteo Ftoct>«rc^ov^»^&rci9 oretoift und wW clem AnmefcJor o^rnA3 

ArtlkBl 18 Obenrttte*. Bne Kopte wW dem hrternattonaten Bflro Qbermfttett 



Dleeerlrtemattonaio Recherchenbericht umfaflt Irregeaamt J$_ 



Blatter. 



H DartHx*hhu*u8Begtlhm 



1. Qmndl»o»<to«B*nchts 

a ^ iins | < ^ t f5^ der Spr»ch» 1st ole fcrtterrwdJonaJe Recherche auf der Grundage der hrtemattonaJen AnmeWung h der Sprache 
durchg*fuhrtwc>rQ^ Inderal 

AnmeWung (Reget2&1 b)) durchgefOhrt worden. 

* tj 11 ^?* ^i" lf ^niallonaien AnmeWung offenbarten Nuctootid- unctfoder Aminortureaequenz 1st die htemattonale 
Recterche auf der Gnjndtage dee Sequenaprotokolla durchge^ das 



2. 



□ 
□ 
□ 
□ 
□ 

□ 

□ 
□ 



h der mtemattonaJen AiirnekJung In Schi«crw Form enthaten fast 
zuaammen mt der Intematkmalen AnmeWung fan cooiputerieebarer Form elngereterrt worden 1st 
beiderBeWrcteriacrrtragBch In acrtfffiUcher Form ektgerektt worden Ist 
bel der Behorde rtachtragflch In conputerleabafer Form efcigereicrrt wofden bt 

DteErktarung, daB das nachtragflch elngereterrtB echrlftiche Sequeraprctokoil nlcrt uber den Ofrenbamngsg^r^ cter 
Intematlonaien AnmeWung fcm AnmeWezeitpunkt hlnausgeht, wurde vorgetegt 

DleErktarung, daB die hi cornputarlesbarer Form erfaBten Informattonen dem schrftflchen SequenzprotokDl entsprechen, 
wurde vorg oio gt 



4w Htnstohtfch 



□ 



BNtimmtB Ansprtlche haben sich als nicrtfi 
VangeJnde EintoftHehM der Erfindung (stehe FeW II). 

der BeflDMchnunQ der Erfindung 

whd der vom AnmeWer elngeretehte Wortfaut genehnrigt. 

wurde der Wortiaut von der Behorde wte folgt fecrtgoooUL 



i(sleheFeWI). 



& Hhwlchttch der Zusa imn e tifasau nq 

[Yl wW der vom AnmeWer elngeretehte Worttaut genehirtgL 

□ wurde^Wort^rad^ 
AjimeWer tann der Behorde hinerhab elnes Monata nach dem Datum der AbaerWung dieses Irrternattonaten 
Ftecrwrcc«H*XKlc^ 

a Folgende Abbfcfcxng der Zeicrinungen 1st m* der Zuaajrmienfasaung zu vei^erttichen: Abb. Nr. — 

□ wtovomAruneloWvorgeacNa^ Q ketnederAbb. 
O wefl der AnmeWer setost kerne AbttWiingv^^ 

□ weflcOeseAbbiduiigcteEfflna^^ 
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A. KLASSHZIQtUNQ DE8 ANMELDUNQ8GEGEN9TANDE8 



A. KLA88HZIERUNQ DES A 

IPK 7 C12Q1/42 



Nach der IrrtemaflonaJen PatentWaaatflcaflon (I PK) oder nach der nafloneien Kteattkatfon uid der IPK 



B. RECKERCMEHTE QEBETE 



Reoherchtorter Mreteefrrutrtoff (Ma aaffl c a flci iaa ya ia iii und M* MwW hntk?f w »yi nt ni» ) 

IPK 7 C12Q 



ReoheicHerteabecnlcrKaumMndes ^ 



Wfihrend der irtemafloiiateii Recherche kooeUflerte ete htiu ie d ie Datenbante (Name der Patenbank und evfl. verwendete Sucttegrtfte) 



C. AL8 WE8EMTUCH AMQE8EHEME UNTERLAQEM 

Kategorte* BezakhnungdarVeroflMIc^^ 



Betr. Anapiuch Nr. 



DE 196 28 484 A (BOEHRINGER MANNHEIM 
GMBH.) 22. Januar 1998 (1998-01-22) 
Zusamnenfassung; AnsprGche 

DE 196 22 090 A (BOEHRINGER MANNHEIM 

GMBH.) 4. Dezember 1997 (1997-12-04) 

das ganze Dokument 

& WO 97 45733 A 

In der Anmeldung erwahnt 

-/- 



1-11 



1-11 



Y I Wettere Verofferttlchungen aind der Forteetzung von Feld C zu 
1 ta<i>di»en 



owne AnrtanQ PaiernantBe 



T Spfitere Vefflentldimg, de nach dem Ht e maflonalen AnmeMedatum 
odar dem Priofttfitedaturn veioffentlcht worden lat und mft der 
ArinekJ^nkMkolMertaoridemriu'aim Vefstflnonle dee der 



9 Ooso ndeie Ka tegorten von angegebenen Veroffientlchungen 
'A" VerWfertUcnuna, de den aOgemefcnen Stand der Technic detaert 

abernlchtatob c eond om bedeutaaman m^ 
^" «te«j§^D^^ nach dem Inter nati onalen 

* oloo£o> ausehiemanderenbeeonderm 
auegefuhrt) 



"O - Vcto^tadKJift o1eetehairf€^m<Mfche Oflenbafuna 
"P" Vero^enfflchLng, de vor dem fcTtemattooaten Anmeldeojatoy aber nach 



ftlpjcett beruhend 
^VeioffenttWurKJvonbeeor^ 

faann n jcht ale auf erfriderisoher Tfifldcett beruhend tgrad tei^^ 
warden, wem de Veittferdchung nit e!ner oder mehreren anderen 
VerotRantfchuigen deeer Kategone In Verbkidung gebracht wtrd und 
deeeVcrt*>d^mre*^ Fa c?i nart inah€le9eod^ 
Vefoffentflchung, de Mt^led dereeben PatentfamlJe let 



Datum dee AbecMuwea der hitemalkjuden Recherche 

28. Januar 2000 


AheenrVrintiindeehteiiialkjiaien ncUwUtettok/to 

11/02/2000 


Name und Poetanaohitlt der btternaflcnaten necheiirfientoehflrde 
Europatachee Patentamt, PJL 5818 Patenflaan 2 
NL - 2280 HV HJcwQk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epont. 
Fax (431-70) 340-3016 


^ - - ■ - — ■ m * * m ^ j . .. 

uevuaitaoniigwr Deorenateter 

Griffith, G 
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



PCT/EP 99/07394 



C^Toct— tzung) ALS WE8ENTUCH ANQE8EHENE UMTEHLAQEN 



Kategorie* Bez e toftrmti der Vet«ta«l e «mo. aowettertonleitch inter Angatoe der In Bettachtlt wii iendan Tele 8etr. Anapruoh Nr. 



B. HAHN ET AL. : "Polychromatic analysis: 
New applications of an old technique." 
CLINICAL CHEMISTRY. , 

Bd. 25, Nr. 6, Jun1 1979 (1979-06), Selten 
951-959, XP002129120 
AMERICAN ASSOCIATION FOR CLINICAL 
CHEMISTRY. WINSTON . , US 

ISSN: 0009-9147 
1n der Anmeldung erwahnt 
das ganze Dokument 

D. W. OAY ET AL. : "Characterization and 
mathematical correction of hemolysis 
Interference 1n selected Hitachi 717 
assays . " 

CLINICAL CHEMISTRY., 

Bd. 39, Nr. 9, September 1993 (1993-09), 
Selten 1804-1810, XP002129121 
AMERICAN ASSOCIATION FOR CLINICAL 
CHEMISTRY. WINSTON. , US 

ISSN: 0009-9147 
In der Anmeldung erwahnt 
das ganze Dokument 

US 5 766 872 A (R. L. CYBULSKI.) 
16. Jun1 1998 (1998-06-16) 
In der Anmeldung erwahnt 
das ganze Dokument 

W0 97 45728 A (B0EHRIN6ER MANNHEIM GMBH.) 
4. Dezember 1997 (1997-12-04) 
In der Anmeldung erwahnt 
das ganze Dokument 



1-11 



1-11 



1-11 



1-11 



FannbtaX PCT48Af210(Fartwtn*nj*onBhtti^ (JtM IMS) 



Selte 2 von 2 



INTERNATIONA LER RECHERCHENBERICHT 

Angaben zu Ver6ffw<lii*num, de at arfben P ata tf a itlte gchflren 



tntemsllonaies Aktenzdchen 

PCT/EP 99/07394 



angefututM Patentdokument 



Datum der 
VerOfferrtSchung 



M«gtled(er)der 
PatentfamUe 



Datum der 
VertffentScttung 



OE 19628484 



22-01-1998 



CA 
HO 
EP 



2261285 A 
9802570 A 
0923649 A 



22-01-1998 

22- 01-1998 

23- 06-1999 



DE 19622090 



04-12-1997 



AU 


3093597 


A 


05-01-1998 


CN 


1216614 


A 


12-05-1999 


CZ 


9803895 


A 


14-07-1999 


WO 


9745733 A 


04-12-1997 


EP 


0906570 


A 


07-04-1999 


OP 


11510902 


T 


21-09-1999 


NZ 


331491 


A 


29-04-1999 


PL 


330220 


A 


10-05-1999 



US 5766872 A 16-06-1998 KEINE 



WO 9745728 


A 


04-12-1997 


DE 


19622091 A 


08-01-1998 








AU 


3171797 A 


05-01-1998 








CN 


1214770 A 


21-04-1999 








CZ 


9800271 A 


15-07-1998 








EP 


0906567 A 


07-04-1999 








HU 


9900723 A 


28-07-1999 








PL 


330221 A 


10-05-1999 



Famtm PCT78M210 (AfihanQ MmttanB»)(Jt« 10Q2> 



* VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE ZUS AM M ENAR B EST AUF DEM 

GEBIET DES PATENTWESENS 09/807079 



Absender: MIT DER INTERNATIONALEN VORLAUFIGEN 
PRUFUNG BEAUFTRAGTE BEHORDE 



An: 



ROCHE DIAGNOSTIC^ 
- Patentabteilung - 
D-68298 Mannheim 
ALLEMAGNE 



^ M ftio^Oiagw«tesGmhH 

Patanttblatfung 



JG 



SI 



Kn 



1 7. Aug. 2000 

, pr 



At 



Ml. 



WM 



?1/:1)>.WJ 1 "'')- 

PCT 



MITTEILUNG UBER DIE UBERSENDUNG 
DES INTERNATIONALEN VORLAUFIGEN 
PRUFUNGSBERICHTS 

(Regel71.1 PCT) 



/ 



Absendedatum 
(Tag/Monat/Jahr) 



16.08.2000 



Aktenzeichen des Anmelders oder Anwalts 
5159/00/WO- 



WICHT1GE MfTTED-UNG 



Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP99/07394 



Internationales Anmeldedatum (Tag/Monat/Jahr) 
05/10/1999 



Prioritatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 
08/10/1998 



Anmetder 

ROCHE DIAGNOSTICS GMBH et al. 



Dem Anmelder wird mitgeteilt, daB ihm die mit der internationalen vorlaufigen Prufung beauftragte Behorde 
hiermit den zu der internationalen Anmeldung erstellten internationalen vorlaufigen Prutungsbericht, 
gegebenenfalls mit den dazugehorigen Anlagen, ubermittelt. 



Eine Kopie des Berichts wird - gegebenenfalls mit den dazugehorigen Anlagen 
Werterleitung an alle ausgewahlten Amter ubermittelt. 



dem Internationalen Buro zur 



Auf Wunsch eines ausgewahlten Amts wird das Internationale Buro eine Obersetzung des Berichts (jedoch 
nicht der Anlagen) ins Englische anfertigen und diesem Amt ubermitteln. 



4. ERINNERUNG 

Zum Eintritt in die nationale Phase hat der Anmelder vor jedem ausgewahlten Amt innerhalb von 30 Monaten 
ab dem Prioritatsdatum (oder in manchen Amtem noch spater) bestimmte Handlungen (Einreichung von 
Obersetzungen und Entrichtung nationaler Gebuhren) vorzunehmen (Artikel 39 (1)) (siehe auch die durch das 
Internationale Buro im Formblatt PCT/IB/301 ubermtttelte Information). 

1st einem ausgewahlten Amt eine Obersetzung der internationalen Anmeldung zu ubermitteln, so muG diese 
Obersetzung auch Obersetzungen aller Anlagen zum internationalen vorlaufigen Prutungsbericht enthalten. Es 
ist Aufgabe des Anmelders, solche Obersetzungen anzufertigen und den betroffenen ausgewahlten Amtem 
direkt zuzulerten. 

Weitere Einzelheiten zu den maGgebenden Fristen und Erfordemissen der ausgewahlten Amter sind Band II 
des PCT-Leitfadens fur Anmelder zu entnehmen. 



Name und Postanschrift der mit der internationalen Prufung 
beauftragten Behorde 

Europaisches Patentamt 

2$\ D-80298 Munchen 

2$9 Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 
Fax:+49 89 2399 - 4465 



Bevoilmachtigter Bediensteter 
Danti, B 

Tel. 449 89 2399-8161 



Formblatt PCT/IPEA/416 (Juli 1992) 



VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMM EN ARBEIT AUF DEM 

GEBIET DES PATENTWESENS 



PCT 

INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNGSBERICHT 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders oder Anwalts 
5159/00/WO 


siehe Mitteilung uber die Ubersendung des internationalen 
WEITERES VORGEHEN vorlaufigen Prufungsbericht (Formblatt PCT/IPEA/416) 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP99/07394 


I nternationales Anmeldedatum (Tag/Monat/Jahr) 
05/10/1999 


Prioritatsdatum (Tag/Monat/Tag) 
08/10/1998 


Internationale Patentklassification (IPK) oder i 
C12Q1/42 


lationale Klassifikation und IPK 


Anm elder 

ROCHE DIAGNOSTICS GMBH et al. 



1 . Dieser internationale vortauf ige Prufungsbericht wurde von der mit der Internationale vorlaufigen Prufung beauftragte 



Behorde erstellt und wird dem Anmelder gemaG Artikel 36 ubermittelt. 



2. Dieser BERICHT umfafM insgesamt 5 Blatter einschlieBlich dieses Deckblatts. 

H AuBerdem liegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabei handelt es sich urn Blatter mit Beschreibungen, AnsprQchen 
und/oder Zeichnungen, die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dieser 
Behorde vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwaltungsrichtlinien zum PCT). 

Diese Anlagen umfassen insgesamt 2 Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 

I K Grundlage des Berichts 

II □ Prioritat 

III □ Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 

IV □ Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 

V H Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtiich der Neuheit, der erfinderische Tatigkeit und der 

gewerbliche Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

VI □ Bestimmte angefuhrte Unterlagen 

VII □ Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 

VIII S Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 



Datum der Einreichung des Antrags 
09/02/2000 


Datum der Fertigstellung dieses Berichts 
16.08.2000 


Name und Postanschrift der mit der internationalen vorlaufigen 
Prufung beauftragte n Behorde: 

Europaisches Patentamt 
Jffj D-80298 Munchen 

Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 

Fax: +49 89 2399 - 4465 


Bevollmachtigter Bediensteter ^y^oSS^v^ 
Maucher, C \\ // 

Tel. Nr. +49 89 2399 741 5 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Oeckblatt) (Januar 1994) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/EP99/07394 



I. Grundlage des Berichts 

1 . Dieser Bericht wurde erstellt auf der Grundlage (Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt auf eine Aufforderung nach 
Artikel 14 hin vorgelegt wurden, gelten im Rahmen dieses Berichts als "ursprunglich eingereicht" und sind ihm 
nicht beigefugt, weil sie keine Anderungen enthalten.): 

Beschreibung, Serten: 

1-3,5-13 ursprungliche Fassung 

4,4a eingegangen am 14/07/2000 mit Schreiben vom 12/07/2000 

Patentanspruche, Nr.: 

1-11 ursprungliche Fassung 



2. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 

□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 

3. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen ersteltt worden, da diese aus den 

angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)): 



4. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 



V. Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichttich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkert und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1. Feststellung 

Neuheit (N) Ja: Anspruche 1-11 

Nein: Anspruche 

Erfinderische Tatigkeit (ET) Ja: Anspruche 1-11 

Nein: Anspruche 

Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) Ja: Anspruche 1-11 

Nein: Anspruche 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Felder l-VIII, Blatt 1) (Januar 1994) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/EP99/07394 



2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 

VIII. Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 

Zur Klartieit der Patentanspruche, der Beschreibung und der Zeichnungen oder zu der Frage, ob die Anspruche 
in vollem Umfang durch die Beschreibung gestutzt werden, ist tolgendes zu bemerken: 

siehe Beiblatt 



Formblatt PCT/1PEA/409 (Felder l-VIII, Blatt 2) (Januar 1994) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/EP99/07394 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



Punkt V: 

Die Argumente des Anmelders wurden beim Verfassen dieses Bescheides 
beriicksichtigt. 

Es wird auf die folgenden Dokumente verwiesen: 

D1: DE-A-196 28 484 

D3: CLINICAL CHEMISTRY, 

Bd. 39, Nr. 9, 1993, Seiten 1804-1810 

1. Artikel33(2) PCT 

Der Gegenstand von Anspruch 1-1 1 ist neu (Artikel 33(2) PCT) gegenuber dem Stand 
der Technik, da ein Verfahren zur Bestimmung alkalischer Phosphatase offenbart wird, 
in dem eine neue Kombination von Haupt-und NebenmeBwellenlangen benutzt wird. 

2. Artikel 33(3) PCT 

2.1. Die Anspruche 1-11 sind aus folgenden Grunden erfinderisch (Artikel 33(3) PCT) 
gegenuber D1 und D3: 

Der Gegenstand der Anspruche 1-1 1 unterscheidet sich vom nachsten Stand der 
Technik D1 dadurch, daf3 neben der HauptmeBwellenlange von 450 +/- 10nm "als 
NebenmeBwellenlange mindestens eine der Wellenlangen 480 +/- 10nm, 546 +/- 
10nm oder 575 +/- 10nm verwendet" wird. 

Die spezielle Kombination der beanspruchten Wellenlangen hat den 
uberraschenden Effekt gegenuber dem Stand der Technik, daB sich bei der 
Bestimmung alkalischer Phosphatase die Verwendung von Peroxidase zur 
Beseitigung von Storungen durch freies Hamoglobin erubrigt. 

Diese Auswahl der Wellenlangen und der damit verbundene Effekt ist aus D1 und 
D3 nicht naheliegend: 



Fomnblatt PCT/Beiblatt/409 (Blatt 1) (EPA- April 1997) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/EP99/07394 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



D1 offenbart vielmehr Bereiche starker Absorption von Hamoglobin, d.h. Bereiche 
groBer Storung durch Hamoglobin, in denen auch die beanspruchten Bereiche 
liegen: 380-450nm oder/und 520-590nm (Seite 2, Zeilen 13-16, Zeilen 57-58). D3 
offenbart Absorptionsmaxima bei ca. 540 und 575nm fur Hamoglobin. Das 
Problem der Entstorung wird in beiden Dokumenten ausschlieBlich mit Hilfe von 
Peroxiden gelost (D1, Anspruch 6, D3: Zusammenfassung). 

Punkt VIII: 

Die Anspruche 1 und 10 wurden zwar als getrennte, unabhangige Anspruche abgefaBt, 
sie scheinen sich aber tatsachlich auf ein und denselben Gegenstand zu beziehen und 
unterscheiden sich voneinander offensichtlich nur durch voneinander abweichende 
Definitionen des Gegenstandes, fur den Schutz begehrt wird. Somit sind die Anspruche 
nicht knapp gefaBt. 

Aus diesem Grund erfullen die Anspruche 1 und 10 nicht die Erfordernisse des Artikels 
6 PCT. 



Formblatt PCT/Beiblatt/409 (Blatt 2) (EPA- April 1997) 
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Fall von enzymatischen Farbtests wie beispielsweise zur Bestimmung von alkalischer 
Phosphatase, bei denen die HauptmeBwellenlange im Bereich von 415 nm liegt, nicht 
moglich. 

Im US-Patent 5,766,872 wird erwahnt, daB bei der Amylase-Bestimmung die Nebenwel- 
lenlange von 577 nm zu einer Verringerung der Hamolysestorung fiihrt. Aus den ange- 
fuhrten MeBdaten ist jedoch zu erkennen, daB bereits bei einem Hb-Gehalt von 500 mg/dl 
eine signifikante MeBwertabweichung von bis zu 8 % vorliegt. Das reicht zwar fur die 
Hamolyse-Entstorung, doch ist aufgrund der verwendeten HauptmeBwellenlange von ca. 
415 nm zu erwarten, daB bei hoherem Hb-Gehalt (wie er bei einer Therapie mit Bluter- 
satzmitteln auftritt) diese MeBwertabweichung ebenfalls groBer wird und eine ausreichende 
Hb-Entstorung dann nicht mehr gegeben ist. 

In der DE-A-196 28 484 wird ein Verfahren zur Beseitigung von Storungen, die durch die 
Anwesenheit von freiem Hamoglobin hervorgerufen werden, beschrieben. Die Hamoglobin- 
Stoning bei Photometrischen Messungen wie beispielsweise der Bestimmung von 
alkalischer Phosphatase wird dadurch beseitigt, dass der zu vermessenen Probe peroxidische 
Verbindungen zugesetzt werden. Dadurch kommt es zu einer raschen Ausbleichung der 
vom Hamoglobin verursachten Farbung und Wegfall der damit verbundenen spektralen 
Storungen. Die Messung der mit Peroxid behandelten Probe erfolgt bei Wellenlangen von 
etwa 380-450nm und/oder 520-590nm. Die Bestimmung von alkalischer Phosphatase ohne 
Peroxid-Behandlung wird weder offenbart noch nahegelegt. 

Im Stand der Technik ist kein Verfahren zur Bestimmung von alkalischer Phosphatase ohne 
Peroxid-Zugabe bekannt, das auch in Anwesenheit von hohen Hb-Konzentrationen, wie sie 
beispielsweise in Blutersatzmittel enthaltenden Proben vorkommen, storungsfrei 
durchgefuhrt werden kann. 

Aufgabe war es daher, ein verbessertes Verfahren zur Bestimmung der alkalischen Phos- 
phatase in einer Probe zu entwickeln, das die Nachteile des Standes der Technik weitgehend 
iiberwindet. Insbesondere sollte ein einfaches und anwenderfreundliches Verfahren 
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zur Beseitigung von Storungen durch Hamoglobin und auf Hamoglobin basierenden Blut- 
ersatzmitteln bei der Bestimmung der alkalischen Phosphatase bereitgestellt werden. 

Geldst wird die Aufgabe durch das in den Anspriichen naher definierte Verfahren zur Be- 
stimmung von alkalischer Phosphatase in einer Probe durch optische Messung. Das Ver- 
fahren ist dadurch gekennzeichnet, daB man eine HauptmeBwellenlange von 450 ± 10 nm 
und als NebenmeBwellenlange mindestens eine der Wellenlangen 480 i 10 nm, 546 i 10 
nm oder 575 ± 10 nm verwendet. Bevorzugt wird nur eine der genannten Nebenmefiwel- 
lenlangen verwendet. 



